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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes substratos em meio
liquido e so6lido, na formagao de conidios de fungos, e analisar o potencial destes fungos como
biocontrolador de Sclerotinia sclerotiorum in vitro € na cultura do feijoeiro. Os substratos
alternativos avaliados foram: V8: melado : KNO3 : K»SO4 (T1), V8 : melado : (NHs) NOs
(T2) e V8 : melado : (NH4) : 2S04 (T3), arroz parboilizado (T4), farelo de milho (T5) e farelo
de trigo (T6). A avaliagdo dos biocontroladores (competidor ou antibiose) de S. sclerotiorum,
foi conduzido in vitro e as avaligoes foram realizadas diariamente e com os dados de
crescimento foi calculada a Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), o
ndice de Velocidade do Crescimento Micelial (IVCM) e o Percentual de Inibigio de
Crescimento dos fungos. Apods as andlises em laboratorio, foram selecionados os
biocontroladores que tiveram maior producdo de conidios e foram eficientes no controle do
patégeno nas condigdes in vitro, para a avaliagdo em campo no controle do patdogeno no
feijoeiro. Os resultados apontam que os 18 fungos biocontroladores armazenados em método
de Castellani mantiveram-se eficientes, quanto ao crescimento € mantiveram o potencial
biocontrolador. Com relagdo aos substratos em meio solido, o T4 apresentou os melhores
valores para a produgdo de conidios, além disso, todos os isolados, apresentaram produgado
nesse substrato. O isolado que apresentou maior produgdo de conidios foi o SC1152, com
2,3x10° conidios/mL. J4 em meio liquido, o substrato T3 mostrou-se melhor, e o isolado que
teve maior producdo de conidios foi o0 SC1161, com 1,6x10° conidios/mL. O isolado SC1157
biocontrolador do tipo antibiose, alcangou 31,4% de inibicao do crescimento para a AACCM
e 27% para IVCM, ja os biocontroladores do tipo competidores, o isolado SC1152 inibiu
37,15% e 57,05% para AACCM e IVCM, respectivamente. Quanto aos resultados a campo,
todos os isolados apresentaram controle da doenga. O menor niimero de plantas infectados e a
menor severidade da doenga no feijoeiro aos 103 dias apés a semeadura (DAS), foi pelo
biocontrolador SC1152, com relagdo a altura das plantas, ndo houve diferenca estatistica, mas
para o comprimento das raizes e numero de vagens a testemunha apresentou-se inferior aos

tratamentos com biocontroladores.

Palavras-chave: Controle biologico, Phaseolus vulgaris, patdogenos do solo.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the efficiency of different substrates in liquid and
solid in the formation of fungi conidia, in addition to analyzing the potential of these fungi as
a biocontroller of Sclerotinia sclerotiorum in vitro and in bean culture. Alternative substrates
were evaluated: V8: molasses: KNOs: K>SO4 (T1), V8: molasses: (NH4) NO3 (T2) and V8:
molasses: (NHs) : 2S04 (T3), parboiled rice (T4), corn bran (T5) and wheat bran (T6). The
evaluations as biocontrollers (competitor or antibiosis) of S. sclerotiorum. This test was
carried out under in vitro conditions and evaluations were performed daily and with the
growth data, the area under the curve mycelial growth (AUCMG) and the mycelial growth
index (MGI) and the growth inhibition percentage were calculated fungi. After laboratory
analysis, biocontrollers that had the best production of conidia and were efficient in
controlling the pathogen, for field evaluation, for controlling the pathogen in beans were
selected. The results show that the 18 biocontroller fungi stored in the Castellani method
remained efficient, in terms of growth and biocontroller potential. Regarding the solid
substrates, T4 presented the best values, for the production of conidia, in addition, all the
isolates, presented production in this substrate. The isolate with the highest conidia production
was SC1152, with 2.3x10° conidia / mL. In liquid substrates, the substrate T3 was better, and
the isolate that had the highest production of conidia was SC1161, with 1.6x10° conidia / mL.
The SC1157 isolate of the antibiosis type, reached 31.4% of growth inhibition for AUCMG
and 27% for MIG, whereas the competitor type biocontrollers, the SC1152 isolate inhibited
37.15% and 57.05% for AUCMG and MGI, respectively. As for the results in the field, all
isolates had control of the disease. The lowest number of infected plants and the lowest
disease severity in common bean at 103 days after sowing (DAS) was due to the SC1152
biocontroller, with respect to plant height, there was no statistical difference, but for root

length and number of pods, the control less than treatments with biocontrollers.

Keywords: Biological control, Phaseolus vulgaris, soil pathogens
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1 INTRODUCAO

Os fungos com potencial de antagonismo sao capazes de se estabelecer, colonizar e
se dispersar nos ecossistemas, o que garante sua eficiéncia em diferentes areas. Por isso, pode-
se buscar por microrganismos que sejam capazes de controlar doengas e assim, reduzir o uso
de fungicidas, sem comprometer a produtividade agricola (AVILA et al., 2005).

A ocorréncia de doencas de plantas, ocasionado por patogenos do solo, esta ligada
principalmente ao desequilibrio do ecossistema em questdo (ZAMBOLIM et al., 2014). Isso
faz com que ocorram inimeras doengas, como por exemplo, o0 mofo branco, ocasionado pelo
fungo Sclerotinia sclerotiorum. Esta espécie produz estruturas de resisténcia chamadas
esclerddios, que podem permanecer viaveis no solo por longos periodos, mesmo na auséncia
do hospedeiro susceptivel (WHEELER; RUSH, 2001). Por apresentar dificil controle, o uso
de produtos quimicos ¢ uma pratica muito utilizada para tentar minimizar os prejuizos
ocasionados por esse patogeno (MUELLER et al., 2002; SILVA et al., 2018). No entanto,
esse manejo realizado em diversas areas da agricultura, torna-se cada vez mais preocupante
devido aos seus impactos no ambiente e na satide humana.

Em busca de alternativas que visam diminuir o uso de produtos quimicos, o controle
biologico vem ganhando destaque no uso agricola, do ano de 2018 para 2019, o Brasil teve
um aumento de 77% de crescimento na industria de produtos bioldgicos (MEYER et al.,
2019), sendo que existem cerca de 31 produtos a base de fungos biocontroladores no mercado
brasileiro (AGROFIT, 2021). Contudo, ainda ha dificuldades em suas aplicacdes, devido a
grande quantidade de fungicidas que ainda sdo utilizados e que acabam dificultando a
colonizagdo desses fungos, além da necessidade de produtos compativeis, para serem
aplicados no manejo integrado de doencas (AMORIM et al., 2018; MEYER et al., 2019).
Adicionalmente, existem dificuldades no desenvolvimento efetivo de novos produtos
biologicos para a entrada no mercado (DROBY et al., 2016).

Os fungos utilizados no biocontrole causam diferentes efeitos sobre as plantas, pois
colonizam o sistema radicular, resultando no aumento e desenvolvimento dos sistemas
radiculares e aéreos e podem levar ao aumento na producdo das culturas. Assim, ha
necessidade de melhorar o manejo da area e as formas de aplicagdo dos produtos, obtendo os
resultados esperados quando ha a aplicagdao do controle biologico nas culturas (HYDER et al.,
2017; AMORIM et al., 2018). A utilizagdo de controle bioldgico torna-se promissora, porque

pode ser aplicada em diversas culturas por pequenos e grandes produtores.



O controle bioldgico de doengas em plantas esta atrelado as interagdes que ocorrem
entre a planta hospedeira, os patdgenos presentes na area € 0S microrganismos nao
patogénicos, sendo estes, os responsaveis por limitar a atividade do patégeno ou aumentar a
resisténcia do hospedeiro (RAMIREZ-VALDESPINO et al., 2019). A utilizagdo de fungos
biocontroladores contra patdégenos de plantas tem-se mostrado bastante eficaz, podendo
reduzir o uso de pesticidas, possibilitando a conservagao dos recursos naturais, menor impacto
ambiental e evitando o rompimento do equilibrio ecologico (SILVA; MELLO, 2007), nesse
sentido contempla os propositos do Programa de P6s-Graduagdo em Ecossistemas Agricolas e

Naturais da Universidade Federal de Santa Catarina.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo do trabalho ¢ avaliar o efeito de diferentes substratos em meio liquido e
solido no crescimento e esporulacdo de diferentes fungos, e analisar o potencial desses como
biocontroladores do fungo Sclerotinia sclerotiorum in vitro e na cultura do feijio em

condi¢des de campo.

1.1.2  Objetivos especificos

e Avaliar o crescimento e a viabilidade dos fungos com potencial biocontrolador
armazenados pelo método de Castellani;

e (aracterizar substratos em meio liquido e s6lido que potencializam a esporulacao dos
fungos biocontroladores;

e Avaliar o potencial do tipo antibiose dos fungos isolados no biocontrole de S.
sclerotiorum;

e Avaliar o potencial do tipo competidor dos fungos isolados no biocontrole de S.
sclerotiorum.

e Avaliar a eficdcia dos fungos no biocontrole de S. sclerotiorum na cultura do feijoeiro
em campo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CULTURA DO FEIJOEIRO Phaseolus vulgaris L.

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) & pertencente a familia Fabaceae, que
compreende as leguminosas (SANTOS; GAVILANES, 2006), foi domesticado nas regides
montanhosas da América Latina ha mais de 7.000 anos (GRAHAM; RANALLI, 1997), e
cultivado em todos os continentes, adaptavel desde o nivel do mar até 3.000 m. No entanto,
essa cultura é pouco tolerante a fatores de extremos ambientais e ¢ exigente em varias
questdes edafoclimaticas, sendo a média de temperatura para seu desenvolvimento de 15 a 29
°C, sensivel a ocorréncia de geadas e a altas temperaturas no seu periodo reprodutivo
(SILVA; WANDER, 2013).

Além disso, a precipitacdo ¢ extremamente importante para seu bom desenvolvimento
pois € sensivel a periodos de distribuicdo pluviométricas irregulares, sendo que necessita de
300 a 400 mm. por safra, desde que sejam chuvas regulares e bem distribuidas, sabendo que
se trata de uma cultura muito sensivel a estresses, principalmente na fase de floracdo e
enchimento dos graos, além disso, colheita com muita chuva acarreta prejuizos como a
brotagdo ou manchas nos graos (SILVA; WANDER, 2013).

Em termos de produg¢do mundial, a média ¢ de 23,3 milhdes de toneladas de feijao
seco. O Brasil foi considerado em 2015, o terceiro maior produtor mundial, respondendo por
11% da produgdo, atrds de India (14%) e Myanmar (13%) e & frente dos Estados Unidos
(4%), da China, do México (4%) e da Tanzania (3%). Em termos de regides, o Nordeste foi a
que apresentou maior area plantada em termos absolutos e a Regido Sul, a maior area relativa
plantada com feijdo durante o periodo 1990 a 2016. Com excec¢do do centro-oeste, todas as
regides brasileiras apresentaram progressiva reducdo da area plantada com feijdo nas Gltimas
décadas (LANDAU et al., 2020). Na safra de 2019/20 a producdao de feijao foi de
aproximadamente 250 mil toneladas, sendo que a regido Sul foi responsavel por 72 mil
toneladas do grao (CONAB, 2020).

Na década de 90, municipios catarinenses como Curitibanos e Campo Novos, foram
considerados os maiores produtores de feijao preto no estado, chegando a 16 mil toneladas do
grao, com a microrregido produzindo mais de 36 mil toneladas por safra, corroborando com
1,35% da producdo brasileira, mas com o passar do tempo acabaram diminuindo suas areas

plantadas, sendo substituidas por outras culturas (LANDAU et al., 2020).



O feijao uirapuru, ¢ uma cultivar indicada para a colheita mecanizada, pois tem porte
tipo ereto, com média de 68 cm de altura. A cor do grdo é preto e apresenta um habito de
crescimento indeterminado. O ciclo médio da cultivar ¢ de 86 dias e o florescimento
geralmente ocorre aos 44 dias apds a semeadura (DAS). Além disso, essa cultivar apresenta
resisténcia a algumas doengas, como a ferrugem e o mosaico comum, no entanto ¢ susceptivel
a ocorréncia da antracnose, além disso, ndo apresenta resisténcia contra mofo branco
(AGRANDA, 2020).

O feijoeiro ¢ afetado por dezenas de doengas causadas por fungos, bactérias, virus e
nematodides. Cada doenga tem sua importidncia epidemioldgica e apresenta diferentes
exigéncias para sua ocorréncia, portanto, ¢ importante o diagndstico correto para se aplicar
um bom manejo. Dentre os principais fungos fitopatogénicos de ocorréncia no Brasil, pode-se
citar S. sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Fusarium solani, Fusarium oxysporum,
Macrophomina phaseolina, Colletotrichum lindemuthianum, Pseudocercospora griseola,
Uromyces appendiculatus, Alternaria alternata e Colletotrichum dematium (WENDLAND et
al., 2018). Na grande maioria, a indicacdo de controle ¢ baseada em produtos quimicos, tendo
um ou mais principios ativos para o controle dos patégenos (AGROFIT, 2021).

Dentre as doencas de relevancia para a cultura, destaca-se o mofo branco causado
por S. sclerotiorum, onde os sintomas iniciam-se nas hastes, aproximadamente de 10 a 15 cm
acima do solo, com a formacao de micélio branco. O inicio da infec¢do geralmente coincide
com o fechamento das entrelinhas da cultura e o florescimento, quando pétalas de flores
senescentes sdo colonizadas pelo patdgeno que, a seguir, invade outros 6rgdos da planta. A
partir disso, as folhas, hastes e vagens mais severamente atacadas podem apodrecer e cair,
trazendo enormes prejuizos a producdo das plantas, menor tamanho dos graos e sementes

(PAULA JUNIOR et al., 2009; WENDLAND et al., 2018).

2.2 FUNGOS DO SOLO

O solo ¢ habitat de muitos fungos, que constituem uma parte importante da biomassa
microbiana e participam de forma efetiva em diversos processos (MONTEIRO, 2012). Os
fungos saprofiticos desempenham importancia na formag¢do do solo, evolugdo da fertilidade,
nutricdo de plantas, além da formagdo e melhoria da estrutura do solo, fazendo parte do

processo de degradacio de substancias toxicas (BUEE et al., 2007).



Outra fun¢do importante ¢ a ciclagem de nutrientes, a qual estd ligada com a
estabilidade e melhoria do funcionamento dos ecossistemas terrestres. Além da importancia
ambiental ja citada, os fungos apresentam um grande potencial biotecnologico, como a
formulacao de bioinoculantes para producao agroflorestal, produgdo de farmacos e atuantes
como controle biologico (GOI; SOUZA, 2006; PAN et al., 2008).

Em relagdo as interacdes ecologicas dentro de um contexto simbidtico, a
sobrevivéncia e manuten¢ao de muitos microrganismos € da planta ocorre pela reciprocidade
de oferta de nutrientes para ambos os organismos. A atividade microbiana tem como principal
fonte de nutrientes os compostos organicos excretados, principalmente, pelas raizes na forma
de exsudatos, os quais estdo em maior abundancia na rizosfera. A qualidade desses exsudatos
vail compor qualitativamente e quantitativamente a biomassa microbiana existente (REIS et
al., 2010). Tratando nesse sentido ecoldgico e nutricional, a interagdo dos microrganismos
com o solo e a planta ¢ um pressuposto ecossistémico fundamental, pois ndo ha como
dissociar a relacdo nutricional das plantas no solo da relagio com os microrganismos
(HIRATA; ANDRADE FILHO, 2011).

Quanto a ocorréncia de doengas de plantas, ocasionada por patégenos veiculados pelo
solo, pode-se dizer que o desequilibrio biologico € o principal fator para que isso ocorra.
Quando ha um equilibrio no ecossistema, ocorre uma alta taxa de mortalidade de patdogenos e
uma baixa incidéncia de doengas, devido aos mecanismos naturais, como parasitismo,
competicao, antibiose e predacdo (ZAMBOLIM et al., 2014).

Segundo Wheeler; Rush (2001), podem ser destacados alguns géneros flingicos
causadores de doencas em plantas, como o Cylindrocladium, Fusarium, Macrophomina,
Rhizoctonia, Sclerotinia e Sclerotium. Esses patdogenos muitas vezes sdao agressivos por
apresentarem elevada capacidade de competi¢ao saprofitica e podem sobreviver em residuos
de plantas introduzidos no solo e na forma de estruturas de resisténcia, no caso do Sclerotium
e Sclerotinia, permanecendo vidveis na auséncia de plantas por longos periodos. Logo, uma
vez que esses fungos fitopatogénicos sdo introduzidos no solo, torna-se dificil sua

erradicacdo, por apresentarem tantas caracteristicas de adaptabilidade.

2.2.1 Sclerotinia sclerotiorum

O fungo S. sclerotiorum, identificado em 1884, esta distribuido mundialmente, e vem

sendo estudado desde entdo. Para tanto o seu controle ¢ basicamente realizado com o uso de



fungicida (MUELLER et al., 2002; SILVA et al., 2018), no entanto o uso do controle
bioldgico acaba sendo prejudicado, pois com os curtos intervalos de aplicacdes dos fungicidas
durante os ciclos das culturas, reduz-se a sobrevivéncia da espécie de fungo controlador
(AMORIM et al, 2018).

O fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary pertence ao filo Ascomycota
(AMORIM, et al., 2016) classe Discomycetes, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae
(HEFFER LINK; JOHNSON, 2012). Esse fungo pode infectar mais de 400 espécies de
plantas, ocasionando a doenga popularmente conhecida como mofo branco. Além disso, ¢
adaptado a diferentes regides, e estd distribuido mundialmente (BOLAND; HALL, 1994;
BOLTON et al., 2006).

Este fungo tem a capacidade de formar estruturas de resisténcia, que sd3o denominadas
esclerodios. Os esclerodios tém uma casca exterior dura e parda com um interior branco a
bege claro, apresentam uma forma irregular e geralmente medem 2 a 5 mm de diametro e 25
mm de comprimento. Essas estruturas podem permanecer no solo por cerca de oito anos, sem
perder a sua viabilidade (AGRIOS, 2005; HEFFER LINK ; JOHNSON, 2012). Os esclerodios
podem germinar na forma micelial ou produzir apotécios de 4 até 10 mm de didmetro, com
ascos cilindricos medindo de 2 a 10 um de didmetro e entre 110 a 155 pm de comprimento, os
quais podem liberar cerca de 10 milhdes de ascdsporos que tem forma elipsoidais e sdo
hialinos (HEFFER LINK ; JOHNSON, 2012; AMORIM, et al., 2016).

As plantas infectadas apresentam lesdes como manchas encharcadas de dgua que se
expandem irregular e indeterminadamente. A partir do momento em que as lesdes aumentam,
as hastes afetadas podem ser cimentadas (marrom-escura), o que faz com que porgdes da
planta murchem e entdo se tornem necroticas (AGRIOS, 2005). Os tecidos afetados podem
desenvolver uma consisténcia aquosa € um micélio branco e grosso sem forma, sendo que
esse pode permanecer dentro ou fora dos tecidos das plantas. Com o tempo, os tecidos
vegetais dessecados aparecem clareados comparados com aqueles que envelhecem
normalmente (HEFFER LINK; JOHNSON, 2012).

Os esclerddios do fungo podem ser formados internamente na medula do tronco, assim
como também podem ser formadas na parte externa da haste. Em folhas e peciolos de plantas,
tais como alface e beterraba, se ocorrer um ataque subito, a planta pode morrer facilmente,
pois o fungo infecta a base do caule e folhas inferiores (AGRIOS, 2005).

O micélio fungico e os esclerddios sob condi¢cdes de umidade, o que facilita o

desenvolvimento do fungo com mais facilidade e invade a planta por inteiro. Desse modo, faz



com que a planta apodreca, produzindo um mofo branco, ou seja, o micélio ao longo de toda a
planta (BOLAND; HALL, 1994). Essa doenca tem seu desenvolvimento em uma grande faixa
de temperatura, desde 5°C até 30°C, no entanto, ¢ mais expressivo aos 25°C. Além disso, a

umidade do solo € um fator determinante para o desenvolvimento (AMORIM, et al., 2016).

2.3 CONTROLE DO FUNGO Sclerotinia sclerotiorum

Os patogenos veiculados pelo solo geralmente sdo de dificil controle, pois a eficiéncia
dos produtos aplicados ¢ prejudicada pelo fato dos mesmos nao atingirem os esclerddios que
ficam no solo como exemplo do género Sclerotinia e Sclerotium (AMORIM et al., 2018).
Dessa forma, os métodos de controle devem ser preventivos, evitando a entrada do patégeno
na area de cultivo, através do uso de sementes certificadas, cuidados com a limpeza dos
equipamentos, entre outros (AMORIM et al., 2016).

Também pode ser utilizado como medida de controle a rotagdo de culturas com a
utilizagdo de gramineas, pois estas ndo sdo hospedeiras desse patogeno. Com isso, a formacao
de palhadas ir4 proporcionar menor quantidade de luz no solo, e ndo permitird a producdo de
apotécios, que precisam de luz para germinarem (GORGEN et al., 2009).

Ha estudos com a utilizacdo de fungicidas, como o realizado por Muller et al. (2002 e
Zancan (2011), no qual avaliaram a eficiéncia dos fungicidas procimidone e fluazinam na
inibigdo de S. sclerotiorum em sementes de feijao. Os produtos mostraram-se eficientes no
controle nesse estadio, mas quando o tratamento passou ser no estadio vegetativo do feijoeiro,
os resultados encontrados foram inconsistentes no controle, pois a aplicacdo nao atingiu toda
a area. SUMIDA et al. (2015), estudaram diferentes agentes quimicos para o controle do mofo
branco in vitro, e observaram que os fungicidas a base de fluazinam, cloreto de benzalconio +
fluazinam, iprodione e carbendazim exibiram maiores porcentagens de inibicdo de
esclerodios, sendo de em 63,9%, 61,8%, 46,5% e 44,4%, respectivamente, assim como Vieira
et al. (2001), que observaram uma menor incidéncia de mofo branco no feijoeiro, quando
aplicado fluazinam e benomyl, tanto na agua de irrigagdo, como na aplicacdo por

pulverizacao.



2.4  CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico de doencas de plantas pode ser conceituado como sendo o
controle de microrganismos por acao de outros microrganismos. Contudo, deve-se conhecer
as caracteristicas dos patdgenos, relacionadas ao crescimento, viruléncia, agressividade e
reproducdo, para assim encontrar um antagonista que seja capaz de intervir nos processos
vitais dos patogenos (ZAMBOLIM et al., 2014; MEYER, et al., 2019).

Esse tipo de controle pode ser destacado pela eficiéncia na reducao da quantidade e na
viabilidade dos indculos dos microrganismos patogénicos, pois 0s microrganismos
antagonistas apresentam uma capacidade de fixa¢do em ambientes diferentes daqueles dos
quais foram isolados, se estabelecendo nas éareas e parasitando os patdégenos com facilidade
(RUFINO et al., 2018).

O controle de patogenos ¢ uma tarefa dificil, quando se trata de patdégenos veiculados
pelo solo, pois o controle quimico raramente leva a resultados satisfatorios, pelo fato dos
produtos ndo atingirem todo o solo (ZAMBOLIM, 2014). Além disso, os pesticidas quimicos
representam riscos para a saude, levam a reducdo da microflora benéfica do solo e aumentam
os custos de producdo (FAHMI et al., 2012). Nesse contexto, o controle biologico de doencas
de plantas utilizando antagonistas ja demonstrou bons resultados no Brasil, assim como em
outros paises com mais tradicao nessa pratica, como EUA, Canad4, Australia e Franga, onde
j& foram observadas espécies de fungos, bactérias, insetos e outros organismos que foram
eficientes em parasitar ou interagir com o crescimento de Sclerotinia spp. (CAMPANHOLA ;
BETTIOL 2003; AGRIOS, 2005).

O controle biologico vem sendo cada vez mais procurado pelos produtores. Os
biofungicidas no Brasil tiveram um incremento de 148% em relacdo ao uso no ano de 2018,
demonstrando a tendéncia da adogdo dessa tecnologia por parte dos produtores (MAYER et
al., 2019). O controle biologico apresenta baixo impacto no meio ambiente, ndo deixa
residuos toxicos nos alimentos e ¢ totalmente compativel com outras medidas de controle,
como o método cultural, no qual sdo retirados manualmente as plantas com sinais do patégeno
(MARQUES et al., 2018).

Contudo, os produtos a base de fungos antagonistas devem possuir cepas que tenham
uma atividade eficiente contra os patogenos que se deseja controlar. Além disso, devem ser
adaptados as condi¢gdes ambientais sob as quais irdo ser aplicados (MARQUES et al., 2016).

Também, esse tipo de controle ¢ mais utilizado e aplicado para doencas radiculares,
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principalmente as causadas por fungos e nematoides, sendo que alguns patégenos podem estar
associados as sementes e ocasionar a infeccdo logo nos primeiros estadios de
desenvolvimento da cultura (AMORIM et al., 2018).

A eficiéncia do controle biologico a patdégenos do solo ocorre pela introducao de
antagonistas, sendo que esses podem estar inseridos nos 6rgdos de propagacao de plantas ou
inseridos diretamente no solo (ZAMBOLIM et al., 2014). Segundo Perkins (1984) e Pacheco
(2012), pode-se ter diferentes mecanismos de agdo para o biocontrole de fitopatdgenos, tais
como a competicdo, predacao, mutualismo, parasitismo e indugdo de resisténcia na planta
hospedeira.

No Brasil estdo registrados 25 produtos para controle bioldgico de S. sclerotiorum,
sendo que todos apresentam na formulagdo a espécies de Trichoderma e pelo menos oito
produtos sdo indicados para a cultura do feijoeiro (AGROFIT, 2021). O sucesso de fungos no
biocontrole de patdgenos, se da por possuirem diferentes estratégias para antagonismo e
efeitos indiretos sobre a sanidade das plantas, pois colonizam o sistema radicular, resultando
no aumento e desenvolvimento de sistemas radiculares, aéreos e producao das culturas. Além
disso, pode atuar como indutor de resisténcia sist€émica de plantas (HYDER et al., 2017).

O uso de fungos do género Trichoderma é uma pratica conhecida pelos produtores,
principalmente para o controle do fungo S. sclerotiorum. As espécies de Trichoderma tem
grande capacidade de parasitar esse patdgeno, mas pode ocorrer em muitas situagdes um erro
na aplicagdo desse produto, ja que este ndo ¢ compativel com os fungicidas aplicados durante
o ciclo das culturas Assim, o0 mesmo deixou de ser usado em muitos casos (AMORIM et al.,
2018). Desse modo, foi revisto a forma de aplicacdo do produto e o mesmo passou a ser
aplicado no pré-plantio no qual se mostrou mais eficiente. Nesse contexto, torna-se necessario
manter um fluxo continuo de coleta, isolamento, avaliagdo e caracterizagdo de agentes de
biocontrole para melhorar e manter sua eficiéncia e que possa melhorar os produtos que ja
estdo no mercado (LOPES et al., 2013).

Trabalhos mostram resultados promissores no controle de doencas com o uso de
Trichoderma, como os resultados encontrados por Khang (2013), contra os patdogenos R.
solani, Fusarium moniliforme e Phytophthora capsici. Outros resultados foram obtidos por
Rey et al. (2000), no qual mutantes foram desenvolvidos para melhorar o controle biologico e
o potencial de Trichoderma sp., aumentando a produgdo de metabolitos e o potencial
antagonico. Além disso, foi encontrado inibi¢ao do crescimento de Pythium sp. devido ao

metabolito volatil produzido por Trichoderma sp. (PATIL et al., 2012)
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Resultados que podem impulsionar o controle bioldégico das doengas causadas por
Sclerotinia. em algumas culturas, foram obtidos através da incorporagdo dos fungos
micoparasiticos como exemplos o Coniothyrium minitans, Gliocladium roseum ¢
Trichoderma viride em solos infestados por Sclerotinia. A aplicacdo desses fungos
micoparasiticos comprometem a presenga de esclerddios existentes ou inibem a formacao de
novos esclerddios pelo fungo, assim reduzem a presenca do fungo na area ao longo do tempo

(AGRIOS, 2005).

2.5 SUBSTRATOS PARA PRODUCAO DE FUNGOS ANTAGONISTAS

Quando se deseja trabalhar com a producdo de fungos em larga escala, deve-se
buscar por meios de cultivo que sejam nutritivos para que tenham um bom desenvolvimento e
esporulagdo tanto em meio liquido, quanto para meio sélido. Nesse ultimo, a propor¢ao
carbono e nitrogénio (C:N) ¢ um fator importante que deve ser considerado no
desenvolvimento de meios de cultura, pois sua composi¢ao pode ter uma estreita relacdo com
o custo e a qualidade do fungo produzido, podendo influenciar no tipo, formato e quantidade
de propagulo, sendo que meios ricos em C, mas deficientes em N, tendem a produzir maior
quantidade de conidios (LEITE et al., 2003).

Outro fator de relevancia que se deve ter cuidado no momento da preparacao dos
meios ¢ a umidade. Segundo Pandey (2003), alta umidade resulta numa diminui¢do da
porosidade do substrato, a qual impede a penetracdo do oxigénio, enquanto um baixo
conteudo de umidade pode levar a uma pobre disponibilidade dos nutrientes, comprometendo
0 crescimento microbiano, contudo esse conteudo de umidade ¢ algo dificil de se otimizar,
pois pode ser complexa dependendo do organismo com o qual se trabalha (JENKINS et al.,
1998). Além disso, a aeracdo € outro fator a ser considerado para a produgdo dos meios. De
acordo com Lonsane ef al. (1985), a utilizacdo de um substrato fibroso favorece a aeragao,
causa menores problemas de compactacdo e maior superficie de crescimento durante um
cultivo em substrato solido.

O meio liquido apresenta como principais vantagens uma maior facilidade de
padronizacao do processo, além de permitir uma multiplicagdo de propagulos em um menor
periodo. Porém, a producdo de esporos por esse processo ainda constitui um desafio,
principalmente devido a dificuldade de induzir a produgdo de conidios submersos dos fungos

(MORANDI et al., 2007). O suco V8, composto por 8 vegetais em sua composicao, apresenta
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uma base eficiente na adaptacao para o crescimento dos fungos e a adigdo do melado de cana,
complementa o meio, pois sua composi¢cdo ¢ de cerca de 50% de agucares e 3% de matérias
nitrogenadas (HARMAM et al., 1991; LIMA et al., 2001).

O meio liquido para produgdo de conidios, ja ¢ uma técnica antiga com a utilizagao
do suco V8, por apresentar em sua composi¢ao diferentes nutrientes que possam suprir as
necessidades de cada microrganismo, assim obtendo bons resultados (JIN et al., 1996). Ja
estudos mais recentes vém aperfeicoando meios liquidos, utilizando meios de baixo custo,
com boa eficiéncia e que dependam de pouca mao de obra (KOBORI ef al., 2015).

Estudos com o uso de substratos para diferentes fungos, torna-se de grande
relevancia para a produgdo massal de novos agentes, uma vez que ndo ha um estudo com
parametros Otimos aplicaveis para todas as espécies, assim cada isolado apresenta seus

requerimentos especificos para a formacao de conidios (STEYART et al., 2010).
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3 METODOLOGIA

3.1 CARACTERIZACAO DA AREA E PROCEDENCIA DOS FUNGOS
BIOCONTROLADORES

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Fitopatologia da Universidade
Federal de Santa Catarina, Campus de Curitibanos/SC e na propriedade de André Luiz Graf,
no municipio de Monte Castelo/SC (26°27'11.60"S e 50°13'14.75"0). Os isolados dos fungos
com potencial biocontrolador estdo armazenados, pelo método de Castellani (FIGUEIREDO,
1967), na micoteca do Campus de Curitibanos da UFSC. Esses isolados foram obtidos de solo
de pastagem, floresta e cultivo de soja no municipio de Brundpolis/SC em 2017 (MEDRADO,
2019), e estdo identificados na micoteca com codigos SC, seguidos de quatro digitos de

identificagdo, como exemplo SC1291.

3.2  REATIVACAO DOS MICRORGANISMOS

Para este ensaio foram utilizados 18 isolados (item 3.1), aleatoriamente, atendendo
todas as classes de controladores para S. sclerotiorum, conforme estudo realizado por
Medrado (2019) e que permanece armazenados pelo método de Castellani em condigdes
ambientais, em frascos de penicilina. Posteriormente, foram repicados em meio de cultura
BDA (Batata-Dextrose-Agar) com antibidtico (estreptomicina e penicilina) 500 mg L-!
colocando-se um disco de micélio (5 mm de didmetro) no centro das placas de Petri. As
placas foram entdo vedadas com filme plastico e incubadas em camara de crescimento a 25°C
e fotoperiodo de 12 horas. Apds 24 horas da incubacdo, foi realizada avaliagdo qualitativa
(FINATTI ; APARECIDO, 2009) dos isolados, a fim de verificar o desenvolvimento micelial
dos fungos.

3.3 PRODUCAO DE CONIDIOS DOS FUNGOS EM MEIO LIQUIDO

Para verificar a produgdo de conidios pelos fungos, foram utilizados os seguintes
meios em liquido com diferentes combinacdes: T1 (V8 : melado : KNO; : K2SOq) (p:p:p), T2
(V8 : melado : (NHs) NO3) (p:p:p) e T3 (V8 : melado : (NHs) : 2SO4) (p:p:p), sendo o V8 a
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base do produto (HARMAM et al., 1991), o melado a fonte de carbono e os sais, como fonte
de nitrogénio. (Adaptado de MONTOYA-GONZALEZ et al., 2016).

Apo6s a formulagao dos tratamentos, os meios foram adicionados em tubos de ensaio
(10 mL) e incubados a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. Para a avaliagdo da produgao de
biomassa dos conidios, foram realizadas amostras aos sete dias apds a inoculacio
(MONTOYA-GONZALEZ et al., 2016). Para isto, foram adicionados a 20 mL de agua,
agitados manualmente, para desmembrar os conidios das particulas dos substratos, e com o
auxilio de uma pipeta, foi coletada 1 mL e observado a contagem em camara de Neubauer
(KOIKE; LUCON, 2003; MUNIZ et al., 2018). Para a contagem, foi acoplado uma camera ao

microscopio de luz (Figura 1), junto ao software Future WinJoe®.

Figura 1 - Camera acoplada ao microscopio de luz para a observacdo dos conidios.

Fonte: Autor, 2020.

Posteriormente as imagens obtidas foram tratadas no software GIMP versao 2.10.14,
onde foram marcados os conidios, em seguida, foram quantificados e tabelados com auxilio
do pacote EBImage do software R. Os resultados foram expressos como quantidade de
conidios por mililitro (conidios/mL), considerado resultados satisfatorios a partir de 108
conidios/mL de substrato (SANTORO et al., 2005).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e composto por trés
tratamentos com trés repetigdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e

teste de média Tukey a 5% de probabilidade de erro no software R.

3.4  PRODUCAO DE CONIDIOS DOS FUNGOS EM MEIO SOLIDO

Os 18 isolados, foram repicados em meio BDA para sua ativagao, onde um disco (5

mm) foi transferido para placa de Petri e incubado por 7 dias, ou até que fosse observado a
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formag¢ao dos conidios, em incubadora a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. Para testar a
producdo de conidios pelos fungos foram utilizados os seguintes meios: arroz parboilizado
(T4), farelo de milho (T5) e farelo de trigo (T6). A umidificacdo dos substratos foi realizada
pela imersdo de 10 g de cada substrato em 10 mL de agua destilada no arroz e 20 mL, para
farelo de trigo e milho (adaptado de Cavalcante et al., 2007). O meio liquido, foi feito sem
adi¢do externa de nutrientes para equilibrar a relacdo C:N. Os substratos foram esterilizados
em autoclave a 121°C por 15 minutos e deixados resfriar. Em camara de fluxo laminar, com o
auxilio de um bastdo de vidro estéril, foi feita a desagregagdo dos meios solidos para permitir
que o fungo se desenvolvesse uniformemente sobre todo o substrato e em seguida foi
realizado o processo da inoculacao dos discos com os isolados (SENE et al., 2010).

Posteriormente, foram adicionados discos (5 mm) contendo micélio dos fungos a
serem cultivados, estes foram colocados diretamente sobre os meios. Apds a adigcdo do
inéculo, os frascos foram vedados com papel aluminio e pléstico filme e ficaram incubados
por sete dias 25°C, com fotoperiodo de 12 horas (KOIKE; LUCON, 2003).

Finalizado o prazo estipulado de sete dias, foram adicionados a 100 mL de 4gua
destilada nos substratos, agitados manualmente para que houvesse a desagragacdo dos
conidios do meio. Posteriormente foram filtrados em gase e com uma pipeta a aliquota foi
retirada e observados para a contagem em camara de Neubauer (KOIKE; LUCON, 2003;
Adaptado MUNIZ et al., 2018). Para a contagem, foi utilizado o método citado no item 5.3,
indicado por Santoro ef al.( 2005).
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Figura 2 — Imagem capturadas do isolado SC1152, em camera de Neubauer para contagem dos conidios obtidos
nos tratamentos T1 (V8 : melado : KNO3 : K2S04), T2 (V8 : melado : (NH4) NO3) ¢ T3 (V8 : melado : (NH4) :
2S04), (T4) arroz parboilizado, (T5) farelo de milho e (T6) farelo de trigo.
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Fonte: Autor, 2021.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e composto por trés
tratamentos com trés repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e

teste de média Tukey a 5% de probabilidade no software R.

3.5 AVALIACAO DO POTENCIAL BIOCONTROLADOR in vitro

Os isolados SC1157, SC1178, SC1170 e SC1206, que sdo biocontroladores por
antibiose, conforme Medrado (2019), e que apresentaram produg¢io de conidios acima de 10°
conidios.mL™!, quando cultivados nos diferentes substratos, foram avaliados, pela técnica de
cultura pareada, para o controle de S. sclerotiorum.

Disco de micélio (5 mm) de S. sclerotiorum foi repicado em uma extremidade da placa
de Petri contendo meio de cultura BDA e na outra extremidade, um disco de 5 mm do fungo
biocontrolador (Adaptado de MELO; VALARINI, 1995). As placas foram identificadas,
vedadas e incubadas em BOD com fotoperiodo de 12 h e temperatura de 25°C.

As avaliagdes iniciaram ap6s 24 horas da instalagdo do experimento. Para tanto, foram
efetuadas medicdes diarias do didmetro das colonias, em trés sentidos diametralmente opostos
(Figura 3), com auxilio de uma régua, calculando-se uma média para cada colonia (Adaptado

de MELO; VALARINI, 1995).
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Figura 3- Esquema de medicdes do didmetro das colonias, em trés sentidos diametralmente opostos do disco do

fungo Sclerotinia sclerotiorum utilizadas para obtencdo dos dados de crescimento.

Fungo biocontrolador

S. sclerotiorum

Fonte: Autor, 2021

Com os dados obtidos referentes ao crescimento dos fungos, medidos em
centimetros, dentro de cada repeticdo e para cada um dos tratamentos, foram calculados o
indice de Velocidade do Crescimento Micelial (IVCM) e a Area Abaixo da Curva de
Crescimento Micelial (AACCM).

Para o IVCM, o célculo foi realizado pela formula de Maguire (1962) e adaptada por
Oliveira (1992):

E[J"H'_‘J"[ !
ipa—til

A avaliagdo da AACCM foi obtida através da aplicacdo da equagdo proposta por
Campbell e Madden (1990):

AACCM =T (B0) . (¢ — 1)) (1D

Para ambas as equagdes, y; € v,;, sd0 os valores médios do didmetro da colonia
observados em duas avaliagdes consecutivas; t,., € t, sdo os periodos das avaliagdes e n € o

numero de avaliagdes.
Com os dados de AACCM e IVCM, foi calculado a percentagem de inibicao do

crescimento micelial (PIC) pela formula de Menten et al. (1976),

média testemunha —media tratamento
PIC = x 100 (110)

média testemunha
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Os tratamentos que ndo apresentaram inibicdo de crescimento receberam valor igual
a zero (MENTEN et al.,1976).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e composto por cinco
tratamentos (quatro biocontroladores e uma testemunha composta apenas pelo disco de
micélio de S. sclerotiorum) e cinco repeti¢des. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e ao teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade no software R.

Para os fungos que possuem biocontrole do tipo competidor (SC1152, SC1161,
SC1259, SC1279, SC1251, SC1291, SC1278, SC1244 ¢ SC1168) conforme Medrado (2019)
e que apresentaram producdo de conidios quando cultivados nos diferentes substratos
testados, o ensaio foi realizado por pareamento em placas de Petri contendo meio BDA. Para
tanto, dois discos de micélio com 5 mm de diametro do antagonista foram inoculados nas
extremidades do meio de cultura contendo um disco micelial de mesmo diametro do
fitopatégeno no centro da placa (Figura 4) (BELL et al., 1982, adaptado por MEDRADO,
2019).

As placas foram identificadas, vedadas e incubadas em BOD com fotoperiodo de 12
h e temperatura de 25°C. As avaliagdes foram iniciadas apds 24 horas da instalagdo do
experimento, onde foram obtidas as medidas de duas retas perpendiculares intersectadas no

centro do disco do fungo S. sclerotiorum (Figura 4).

Figura 4- Esquema de duas retas perpendiculares intersectadas no centro do disco do fungo Sclerotinia

sclerotiorum utilizadas para obtencdo dos dados de crescimento.

Fungo Biocontrolador

5. sclerotiorum

— Fungo Biocontrolador

Fonte: Autor, 2021

Com os dados obtidos referentes ao crescimento dos fungos, medidos em

centimetros, dentro cada repeticdo e para cada um dos tratamentos, foram calculados o Indice
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de Velocidade do Crescimento Micelial (IVCM) e a Area Abaixo da Curva de Crescimento
Micelial (AACCM).

Para o IVCM, o célculo foi realizado pela férmula (I) de Maguire (1962) e adaptada
por Oliveira (1992) e para a avaliagdo da AACCM foi obtida através da aplicagdo da equagao
(IT) proposta por Campbell e Madden (1990), ambas citadas anteriormente.

Com os dados de AACCM e IVCM, foi calculado a percentagem de inibi¢cdo do
crescimento micelial (PIC) pela formula (IIT) de Menten ef al. (1976),

Os tratamentos que ndo apresentaram inibicdo de crescimento receberam valor igual
a zero (MENTEN et al., 1976).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e composto por dez
tratamentos (nove biocontroladores e uma testemunha) e cinco repeti¢des. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade no

software R.

3.6 AVALIACAO DA EFICACIA DOS FUNGOS BIOCOTROLADORES NA
CULTURA DO FEIJOEIRO EM CONDICOES DE CAMPO

Este ensaio foi realizado na propriedade do Sr. André Luiz Graf, (26°27'11.60"S e
50°13'14.75"0 com altitude de 820 m.), localizado na cidade de Monte Castelo, Santa
Catarina. A temperatura média ¢ de 16,9°C. O solo da érea utilizada para o experimento €
classificado como Latossolo Vermelho-Escuro (EMBRAPA, 2004) com textura argilosa, e
as seguintes caracteristicas: pH 6,1; 6,6, 3,57, 0,1 € 4,61 cmol dm™ Ca, Mg, Al e H + Al,
respectivamente € 9,54 mg dm™ de P e 109,48, 1,1, 3,95, 30,29 e 9,4 cmol dm™ K, Cu, Zn,
Fe e Mn, respectivamente; e 27,68 g dm™ de matéria organica. A 4rea experimental havia
sido cultivada com pastagem perene e ndo havia registro de safra anual anterior.

O preparo do solo foi feito com subsolador hidraulico de cinco hastes. Apos sete
dias, foi realizado o preparo dos blocos com auxilio de enxadas e pa, além da colocacdo de
madeira para a separagdo e contencdo do solo entre as parcelas. Posteriormente ao preparo,
a area experimental foi adubada com N - P,Os - K>O (8-20-20 a 625 kg.ha '), seguido da
semeadura de feijado da variedade “uirapuru”, sendo semeada 24 sementes por metro
quadrado.

Apds o estabelecimento do estande da cultura, foi realizada a distribuicdo dos

esclerddios na drea experimental, com média de 145 esclerodios (produzidos em meio BDA,
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em um periodo de 30 dias) por metro quadrado conforme descrito por Huang et al. (2000).
Para proporcionar microclima propicio a doenga, os experimentos foram irrigados por
aspersdo, favorecendo o crescimento adequado do feijoeiro. Outras praticas culturais
seguiram as recomendagdes de Barbosa e Gonzaga (2012).

Para esse ensaio, foi produzido o in6culo dos fungos com potencial biocontrolador
do tipo competidor (SC 1259 e SC 1152) e do tipo antibiose (SC 1206 e SC 1170) em sacos
plasticos com 150 g de arroz parboilizado (Figura 5). Para tanto, cinco discos miceliais de 5
mm de cada isolado foram transferidos para o arroz parboilizado, previamente umedecido e
autoclavado (121°C por 15 min). As embalagens foram mantidas a 254+2°C. Apds sete dias,
foi adicionado 4gua sobre os substratos, agitados e filtrados em gaze estéril, e sua

concentracio foi ajustada para 10° conidios.ml”! (CARVALHO et al., 2015).

Figura 5 - Arroz parboilizado colonizado por fungo biocontroladores

T )

Fonte: Autor, 2020.

As aplicagdes durante o ciclo da cultura, foram realizadas em duas etapas: A
primeira aplicag¢do foi com o inicio da floragdo da cultura aos 55 dias apds a semeadura e a
segunda, 10 dias apds a primeira (HUANG et al., 2000) usando 1,0 L da suspensdo de
conidios 10° conidios.ha'dos fungos com potencial biocontrolador, por parcela. Para a
pulverizagao das suspensdes de conidios, foi utilizado pulverizador de pré-compressao,
modelo XP-20 (Jacto), com volume real do tanque de 20 L. Apos a aplicagdo dos fungos
com potencial biocontrolador, os experimentos foram irrigados para facilitar a disseminagao

dos conidios no solo.
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A avaliagdo da severidade do mofo branco foi avaliada a partir da fase reprodutiva
do enchimento dos graos aos 64, 75, 85, 93 e até o momento da colheita, (103 DAS) (dias
ap6s semeadura). Para tanto, foi baseada na escala de classificagdo descrita por Napoledo et
al. (2005), na qual sdo atribuidas notas de 1-6 de acordo com a severidade, onde: nota 1 =
planta aparentemente sadia; nota 2 = 1% a 5% da planta atacada; nota 3 = 6% a 20% da
planta atacada; nota 4 = 21% a 50% da planta atacada; nota 5 = mais de 50% da planta
atacada; e nota 6 = planta morta. Para andlise, foi considerada a pontuagdao média de cada
nota atribuida.

Além disso, foram analisados o numero de apotécios presentes na superficie do solo
no estagio de floragdo plena e na colheita, a altura das plantas, comprimento das raizes e o
nimero de vagens por planta, nas 10 plantas centrais de cada parcela.

O delineamento experimental foi realizado em blocos ao acaso com quatro
repetigdes, sendo as parcelas constituidos por cinco linhas de plantio de dois metros. O
espacamento entre linhas foi de 0,5 m, enquanto as parcelas foram espacadas de 1,0 m

(Figura 6).

Figura 6- Esquema da experimentagdo em campo com quatro fungos biocontroladores de Sclerotinia

sclerotiorum na cultura do feijoeiro, na cidade de Monte Castelo/SC.

Fonte: Autor, 2021.



22

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 REATIVACAO DOS MICRORGANISMOS

A reativagdo dos isolados que estavam armazenados em método de Castellani,
mostrou resultados positivos, pois os 18 isolados apresentaram-se eficientes, ou seja, apos o
tempo de armazenamento (6-9 meses), sendo colocados em meio BDA, tiveram o seu
desenvolvimento micelial, resultados como esse, sao importantes, pois quando se trabalha
com fungos com potencial antagonista, necessitam de periodos de armazenamento para
facilitar os estudos com os mesmos.

O método de Castellani ¢ amplamente utilizado por apresentar facil execucao, ser
menos custoso e por possuir uma recuperacao significativa dos microrganismos estocados.
Outras vantagens dessa técnica ¢ que ndo necessita da realiza¢do de repiques continuos, qual
pode levar a contaminacdo, além de que muitas cepas fungicas podem perder suas
caracteristicas macroscopicas, voltando a apresentd-las apos a conservacdo em agua destilada
(CASTELLANI, 1963).

Pelas vantagens que o método de armazenamento em Castellani apresenta, essa
técnica ja ¢ utilizada a muitos anos apresentando eficiéncia. Estudos que apoiam esse método
de conservagdo ¢ o de Capriles ef al. (1989), onde avaliaram o armazenamento de 594 cepas
de diferentes espécies fungicas por um periodo de 20 anos, das quais 62% apresentavam
viabilidade quando colocadas em meio de cultivo para crescimento.

Passador et al. (2010); Figueiredo e Camilo (2013) observaram resultados positivos
com o emprego da técnica de armazenamento de fungos fitopatogénicos. Apds o periodo de
armazenagem, os isolados avaliados por esses autores ndo perderam a sua viabilidade e nem a
patogenicidade que apresentavam antes de serem armazenados, provando que essa técnica ndo
muda o comportamento dos organismos.

Trabalhos como esses corroboram com os resultados encontrados, pois apesar do
periodo menor de armazenamento, os fungos antagonistas permaneceram vidveis € com o

potencial antagonista ativo.
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42  PRODUCAO DE CONIDIOS DOS FUNGOS EM MEIO LIQUIDO E SOLIDO.

Todos os substratos foram vidveis para ao menos um microrganismo (Figura 7), tanto
os utilizados para meio liquido, quanto os substratos utilizados para meio solido. Dos 18
isolados colocados para crescimento, apenas cinco nao tiveram seu crescimento e
desenvolvimento em nenhum dos substratos, ou seja, nenhum meio foi capaz de estimular a
produgdo de conidios desses isolados, trés deles eram antagonistas do tipo antibiose e dois do
tipo competidor (Tabela 1). Os griaos de cereais geralmente oferecem vantagens de
disponibilidade, custo, rendimento e praticidade para cultivo de bioagentes, sendo, deste

modo, os mais utilizados (THANGAVELU et al., 2004; FORTES et al., 2007).

Figura 7 - Crescimento do isolado fungico em todos os tratamentos com meios liquidos e solido.

Fonte: Autor, 2020.
Legenda: Tratamentos: T1 (V8 : melado : KNOs : K,SO4), T2 (V8 : melado : (NH4) NO3), T3 (V8 : melado :
(NHa) : 2S0s4), T4 (arroz parboilizado), T5 (farelo de milho) e T6 (farelo de trigo).
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Tabela 1- Isolados fungicos testados em diferentes substratos para produgdo de conidios

Fungo Competidor Antibiose Classificagao Substrato viavel
SC1157 X 1# Todos
SC1178 X 32 Todos
SC1251 X 3? Todos
SC1279 X 5% Todos
SC1291 X 2% Todos
SC1170 X 28 Todos
SC1221 X 32 Nenhum
SC1161 X 3° Todos
SC1283 X 42 Nenhum
SC1206 X 1? T2;T3;T4;T5 e T6
SC1259 X 28 Todos
SC1224 X 3# Nenhum
SC1278 X 42 T2; T4;T5e T6
SC1190 X 42 Nenhum
SC1166 X 42 Nenhum
SC1244 X 3° T1;T2;T4;T4;T5 e T6
SC1168 X 38 T1; T4eT5
SC1152 X 1? Todos

Fonte: Medrado (2019); Autor, 2020.
Legenda: Competidor e Antibiose, refere-se ao tipo de controle que os fungos biocontroladores exercem sobre o
patdgenos Sclerotinia sclerotiorum; Classificacao, refere-se a ordem de escolha aleatdria dos fungos trabalhados
por Medrado (2019); os substratos viaveis, refere-se aos tratamentos: T1 (V8 : melado : KNOs : K»SO4), T2 (V8
: melado : (NH4) NO3), T3 (V8 : melado : (NH4) : 2SO4), T4 (arroz parboilizado), TS (farelo de milho e T6
(farelo de trigo).

Na Tabela 2 constam os dados de produgdao e pode-se observar a quantidade de
conidios produzidos por cada isolado em cada substrato. Os resultados se mostraram positivos
para os isolados testados, dando destaque para o tratamento T3 (meio liquido - V8 / melado /
(NH4) ¢ 2S04), que se apresentou como o melhor substrato liquido para produgdo de conidios,
onde foi possivel para o isolado SC1161 uma produgio de 1,60 x 10° conidios/ml. No entanto,
quatro dos isolados ndo se adaptaram a esse substrato, ndo apresentando producdo de
conidios.

Para a produg¢do de conidios em meio sélido, o tratamento T4 (arroz parboilizado) foi
o melhor substrato, sendo diferente estatisticamente entre todos os substratos. Além disso,
todos os isolados produziram conidios quando colocados para crescimento nesse meio,
ademais o isolado SC1152 teve a maior produgdo de conidios, sendo de 2,34 x 10’

conidios/ml.
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Quanto a produg¢ado de conidios dos demais isolados, o fato de ndo apresentarem uma
grande quantidade pode estar relacionada a qualidade nutricional do meio, mas ainda que
existam estudos sobre fatores nutricionais, fisicos, quimicos e biologicos envolvidos no
processo de esporulacdo, ndo hd um conjunto de parametros 6timos e gerais aplicaveis para
nenhuma espécie de fungo, podendo inclusive estar relacionado aos requerimentos especificos
de cada isolado dentro das espécies fungicas de interesse (STEYART et al., 2010). O que
explica a variacdo da producao de cada isolado trabalhado em cada meio, tanto em meio
liquido como em meio solido.

Cavalcante et al. (2007) avaliaram a produgdo de conidios de diferentes espécies de
Trichoderma em meio so6lido em farelo de milho, farelo de trigo e arroz e a influéncia da
umidade dos substratos em relagdo a producdo de conidios. Diferente dos resultados
encontrados neste trabalho, os autores, observaram que o farelo de trigo foi até 75% melhor
na producdo de conidios dos fungos estudados, quando comparado aos conidios produzidos
no farelo de milho ou no arroz. Quanto a producdo, as maiores quantidades de conidios
produzidos pelos isolados foi de 5,80 x 108, 7,45 x 10% e 8,85 x 10® conidios por grama de
substrato para o arroz, farelo de milho e farelo de trigo, respectivamente. Esses resultados,
foram diferentes dos encontrados nesse estudo, uma vez que o arroz foi onde teve sua maior
producio de 2,34 x 10°, seguido do farelo de milho com 4,94 x 10% e o farelo de trigo com
uma producio de 3,56 x 108,

Essa diferenga pode ser explicada pelos isolados que foram utilizados, uma vez que
neste trabalho ndo foram utilizados apenas fungos do género Trichoderma e sim fungos de
diferentes géneros e espécies com potencial biocontrolador, o que pode apresentar uma
exigéncia nutricional diferenciada. Dessa forma, ndo existe uma producdo padrdo para ser

utilizada de forma generalizada.
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Tabela 2 — Numero total de conidios/ml (10°) obtidos em substratos de meio liquido e sélido apds sete dias de incubagio (Temperatura: 25 + 2°C

e fotoperiodo de 12 horas), de diferentes fungos com potencial biocontrolador.

Tratamentos
T1 T2 T3 T4 TS T6
V8 / melado / KNO; « K;8O;  V8/melado / (NHy) NO; V8 /melado / (NHy) + 280, Arroz parboilizado ~ Farelo de milho ~ Farelo de trigo
SC1278 0 bA 213,0 aA 0cA 166,0 cdA  268,0abA  10,2aA | 110,0b
SC1279 9,3 bA 7,5 aA 11,1 cA 11,1 dA 66,7 abA  23,6aA | 21,6 b
SC1168 88,0 abA 0 aA 0cA 66,2 dA 76,9 abA 0 aA 38,5b
SC1291 32,0 abA 24,4 aA 126,0 bcA 43,6 dA 3,56 bA 88,9aA | 53,1b
. SC1170 104,0 abA 79,1 aA 312,0 bcA 140,0 cdA  192,0 abA  103,0 aA | 155,0b
§" SC1152 198,0 abB 164,0 aB 36,4 cB 2340,0 aA 12,0 bB 284aB | 463,0a
= SC1157 33,3 abA 33,8 aA 95,1 bcA 48,4 dA 73,8 abA 43,6 aA | 54,1b
SC1178 26,2 abA 19,1 aA 28,4 cA 16,4 dA 29,8 bA 75,1 aA | 31,3b
SC1206 0 bA 38,2 aA 292,0 bcA 117,0cdA  65,3abA  493aA |1440b
SC1161 365,0 abCD 126,0 aCD 1600,0 aA 961,0 bB 494,0aC  52,9aD | 551,0a
SC1244 10,2 bA 71,1 aA 0cA 14,2 dA 110,0 abA  85,0aA |479,0b
SC1251 0 bA 0aA 0cA 307,0 cdA 0 bA 0 aA 81,2 b
SC1259 479,0 aA 361,0 aA 534,0 bA 528,0 bcA  356,0 abA 356,0 aA | 430,0 a
104,0C 87,5C 234,0B 366,0 A 134,0BC 70,5C

*Médias com letras iguais, maitisculas nas linhas e mintisculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<5%).
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Outro relato de que o tratamento com farelo de trigo foi superior ao arroz, casca de
noz e serragem na produc¢do de conidios, foram apresentados por Sargin et al. (2013), onde os
autores observaram uma producdo de 1,0 x 10'° para isolados de Trichoderma harzianum no
farelo de trigo, enquanto no farelo de arroz a produgdo para esse antagonista foi de 9,2 x 10°.
O fato de a producdo de conidios ser maior em relacdo aos resultados obtidos neste trabalho,
pode estar relacionado ndo sé a preferéncia do isolado, mas também com o fato de que os
autores adicionaram um substrato inerte, o qual proporcionou lacunas e cavidades no meio,
facilitando a entrada e circulacao de ar e proporcionando maior penetragao microbiana.

Muniz et al. (2018), ao utilizarem arroz parboilizado para producdo em larga escala
de isolados fiingicos, observaram uma producio de conidios variando de 0,5x 10® a 2,6 x 10®
mL"!, podendo ser considerado como resultados satisfatorios para os isolados em que estavam
trabalhando, no entanto, a variagdo encontrada neste estudo foi maior, estando entre 1,11 x
107 a 2,34 x 10, o que pode ser explicado pela variedade de isolados avaliados.

Outro trabalho recente com a utilizacdo de arroz parboilizado, foram realizados por
Hewavitharana et al. (2018). Além do arroz, os autores utilizaram pé de serra e pd de coco.
Como resultados, observaram que o arroz foi inferior ao p6 de coco para a producdo de
conidios dos isolados testados, no entanto os dados foram relatados em unidades formadoras
de coldnias por mililitro (UFC/mL) em vez de quantidade de conidios por mililitro, que ¢ um
método diferente de expressar a quantidade de conidios produzidos por isolado, ainda que
cada conidios, seja uma unidade formadora de colonia, fragmentos de micélio também podem
geram colonias fungicas e isto ndo foi analisado nesse trabalho.

Outros estudos encontrados na literatura, com relagdo a producdo de conidios de
diferentes fungos e em diferentes formulagdes de substratos em meio s6lido, foram publicados
por (LARENA et al., 2004; TEWARI e BHANU, 2004; CHEN et al., 2005; ESSIEN et al.,
2005; ZHAO e SHAMON, 2006). Porém, foram realizados em diferentes substratos, que nao
foram analisados nesse trabalho, ou ainda, os resultados, foram relatados como UFC em vez
de quantidade de conidios, tornando a comparagdo direta invalida.

O meio liquido potencializou a formagao de esporos do fungo SC1161 no tratamento
T3, tendo uma produgio de 1,60 x 10° conidios por mL. Além disso, esse substrato foi
estatisticamente o segundo melhor substrato para formacao de conidios segundo o teste de
média Tukey 5%. No entanto, os fungos biocontroladores SC1278, SC1168, SC1244 ¢
SC1251 ndo produziram nenhum conidio nesse meio, indicando assim, que cada fungo tem

suas exigéncias nutricionais particulares e mesmo que o substrato, ou o tipo de meio liquido
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ou so6lido seja 6timo para um determinado microrganismo, nao ha garantia de que os mesmos
resultados sejam obtidos para outros.

Jin et al. (1996), utilizaram o meio V8 para a producdo em larga escala de conidios
de T. harzianum e obtiveram resultados promissores. A formagao de conidios no meio ocorreu
em niveis maximos dentro de 68 h, além disso, os autores avaliaram a secagem da biomassa, €
observaram que quanto maior a adicdo de glicerol, maior era a tolerancia dos conidios a
secagem. O peso seco da biomassa aumentou com a duracao da fermentacdo, segundo os
autores, assim apresentou maior biomassa apos 96 h. No entanto, nenhuma melhoria quanto a
producdo em volume de conidios

Trabalhos que tiveram uma aprimoragdo nos estudos em meio liquido, foram
realizados por Kobori et al. (2015) e por Jackson et al. (2015, patente). Esses autores
resgataram e aperfeicoaram o método de producdo de conidios em meio liquido, para
manipular as condi¢des nutricionais ¢ ambientais durante o crescimento de cepas de
Trichoderma. Com o objetivo de produzir propagulos usando um meio de baixo custo e com
alta eficiéncia no processo, menor dependéncia de mao de obra e proporcionando
uniformidade e qualidade ao produto mediante controle mais rigoroso dos parametros
fermentativos.

Além disso, esses trabalhos descrevem a composi¢ao e o processo de produgdo em
meio liquido submerso de um propagulo de resisténcia de Trichoderma denominado
microesclerddio, ainda que ndo haja relatos sobre a formacdo dessa estrutura para esses
fungos de forma natural. Esse tipo de estudos se caracteriza entdo como fundamental para
novos estudos em relacdo a fungos utilizados para biocontrole de doengas, bem como os
potenciais dos meios de cultivo para esses biocontroladores.

Apesar do suco V8 ser utilizado a décadas, outros meios liquidos vém sendo
estudados para producdo de conidios de biocontroladores, como caldo de batata, 4gua de
coco, agua de arroz lavado e meio seletivo para crescimento de Trichoderma, a base de
sulfato de magnésio, cloreto de amonio, dextrose, &agar e agua destilada
(HEWAVITHARANA et al., 2018; KOMALA et al., 2019). Esses meios apresentaram bons
resultados na producio de conidios de Trichoderma sp. com 10° conidios por mL.

Em relacdo aos substratos avaliados para estimular a producdo de conidios dos
fungos biocontroladores, todos foram eficientes, contudo, vale ressaltar que se deve ter
cuidado na escolha dos substratos, pois ndo hd um ideal que possa ser aplicado de forma

padrdo para todos os fungos. Assim, deve-se ter conhecimento do microrganismo que se
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deseja trabalhar e o material disponivel para a tomada de decisdo entre o meio liquido ou

solido.

4.3 PERCENTUAL DE INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Sclerotinia

sclerotiorum

O potencial dos fungos biocontroladores do tipo antibiose para controle de S.
sclerotiorum (Figura 8). Foi possivel verificar que houve diferenca em relacdo aos percentuais
de inibi¢ao de cada fungo biocontrolador, sendo que os fungos SC1157 ¢ SC1206 controlaram
31,4% e 27,9%, respectivamente, o crescimento micelial do patdégeno e os fungos SC1170 e

SC1178 foram responsaveis por 14,3% e 12,2%, respectivamente (Figura 9).

Figura 8 - Técnica de cultura pareada em avaliagdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum pareado

com os fungos SCC1157, SC1206, SC1170 e SC1178 classificados como biocontroladores do tipo antibiose.

S. sclerotiorum SC1157 SC1206 SC1170 SC1178

Fonte: Autor, 2021.
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Figura 9 - Percentual de inibi¢io da Area Abaixo da Curva do Crescimento Micelial (AACCM) de Sclerotinia
sclerotiorum, pareado com os fungos SCCI1157, SC1206, SC1170 e SCI1178, classificados como

biocontroladores do tipo antibiose.
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Fonte: Autor, 2021.
Legenda: Barras com letras diferentes indicam a existéncia de diferencas estatisticas pelo teste de
Scott-Knott a 5% enquanto letras iguais indicam a auséncia de diferengas significativas.

Quando analisado o IVCM, os dados desse percentual ndo foram diferentes em
relagdo a AACCM, no entanto o fungo SC1178, foi inferior em relacdo aos demais fungos. O
percentual de inibicdo desse fungo foi de 13,5%, sendo que os demais tiveram o percentual

entre 20% e 27% de inibic¢ao (Figura 10).
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Figura 10 - Percentual de inibi¢do da velocidade do crescimento micelial (%) de Sclerotinia sclerotiorum

pareado com os fungos SCC1157, SC1206, SC1170 e SC1178 classificados como biocontroladores do tipo

antibiose.
Percentual de Inibigdao de Crescimento IVCM
(=
Te]
(=2
<
=
]
(= a
g 1
£ T a
)
E : s
s 1
£ Q- )
3
5 c
o 1
1
2 i
d
o - 1
SC1157 SC1206 SC1170 SC1178 Sclerotinia sp.
Tratamentos

Fonte: Autor, 2021.
Legenda: Barras com letras diferentes indicam a existéncia de diferencas estatisticas pelo teste de
Scott-Knott a 5% enquanto letras iguais indicam a auséncia de diferengas significativas.

Li et al. (2003) realizaram o controle de S. sclerotiorum com o fungo Ulocladium
atrum, no entanto, a técnica utilizada foi a observacao de halo que o biocontrolador formaria,
e como resultado observaram uma zona de dois mm de inibi¢@o no crescimento do patégeno.

Em relacdo a eficiéncia in vitro dos fungos classificados como biocontrole do tipo
competidor (Figura 11), obteve-se trés grupos para esses fungos, pelo teste Scott-Knott a 5%.
O fungo SC1152, ficou em classe superior aos demais, com média de 37,15% de inibi¢do do
crescimento micelial de S. sclerotiorum, o outro grupo de controladores tiveram eficiéncia
entre 25,11% e 29,84% de inibicdo do patogeno, sendo também resultados satisfatorios. O

terceiro grupo de biocontroladores apresentaram inibi¢do do crescimento micelial variando de

11,98% e 21,76% (Figura 12).
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Figura 11- Cultura pareada na avaliag@o do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum com os fungos
SC1279, SC1259, SC1161, SC1152, SC1244, SC1168, SC1251, SC 1278 e sc1291 classificados como
biocontroladores do tipo competidores.

S. sclerotiorum SC1279 SC1259 SC1161 SC1152

SC1168 SC1251 SC1278 5C1291

Fonte: Autor, 2021.
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Figura 12 - Percentual de inibi¢do da Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM) de Sclerotinia
sclerotiorum pareado com nove fungos classificados como biocontroladores do tipo competigédo
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Fonte: Autor, 2021.
Legenda: Barras com letras diferentes indicam a existéncia de diferencas estatisticas pelo teste de
Scott-Knott a 5% enquanto letras iguais indicam a auséncia de diferencas significativas.

O percentual de inibi¢do da velocidade do crescimento micelial, foi configurado em
trés grupos de controladores. O percentual de inibicao chegou a 57,05% para o biocontrolador
SC1152, sendo assim muito satisfatorio para o controle do patégeno. Outro fungo
biocontrolador do mesmo grupo estatisticamente foi o SC1291, apresentando 46,56% (Figura
13) de inibicdo na velocidade do crescimento do patogeno. Esses dois fungos
biocontroladores apresentaram os maiores percentuais nas duas avaliagdes in vitro, para
controle de S. sclerotiorum.

Um estudo que corrobora com o presente resultado foi apresentado por Zhang et al.
(2015), onde avaliaram a eficiéncia de cepa de 7. harzianum no controle do mofo branco,
ambos coletados e isolados em solo na China. Os autores observaram uma inibicao de 56,3%
do crescimento micelial do patégeno, além de uma reducao na producdo de esclerddios do
fungo percentual muito proximo do encontrado neste estudo. Os autores afirmam ainda que
esse controle efetivo do patdgeno, ocorreu pelo micoparasitismo, onde as hifas do fungo
biocontrolador crescem em paralelo ou entrelacada com as hifas do patdégeno.

Outros fungos biocontroladores mostraram-se eficientes e corroborativos com
resultados no controle de S. sclerotiorum, como o trabalho de Zhao ef al. (2020), onde

realizaram o sequenciamento do genoma de Coniothyrim minitans e observaram grande
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quantidade de genes que codificam enzimas de degradagdo da parede celular de fungos,
explicando a importancia da espécie e sua eficiéncia no controle de S. sclerotiorum.

O segundo grupo, ¢ composto por outros quatro fungos biocontroladores e o
percentual variou entre 33,79% e 39,92%. Ja o terceiro grupo, com trés fungos, houve pouca
variagdo entre eles, pois o percentual ficou entre 26,02% e 26,56% (Figura 10). Estudos com
biocontroladores de S. sclerotiorum vem sendo estudados por Sumida et al. (2018) com a
utilizacao de diferentes cepas de T.asperelloides e ainda estudos como o de Matroudi et al.
(2009), onde avaliaram a inibicdo do crescimento de S. sclerotiorum com os biocontroladores
T. harzianum, T. atroviride ¢ T. longibrachiatum onde obtiveram uma redugdo de crescimento

do patogeno de até 93% com T. atroviride.

Figura 13 - Percentual de inibi¢io do indice de Velocidade do Crescimento Micelial (IVCM) de Sclerotinia

sclerotiorum pareado com nove fungos classificados como biocontroladores do tipo competigéo.
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Fonte: Autor, 2021.
Legenda: Barras com letras diferentes indicam a existéncia de diferencas estatisticas pelo teste de
Scott-Knott a 5% enquanto letras iguais indicam a auséncia de diferengas significativas.

Whang et al. (2021) afirmaram em seus estudos que as cepas de fungos
biocontroladores, isoladas dos locais e na rizosfera das culturas em que se deseja aplicar,
apresentam resultados ainda melhores na questdo de atividades como biocontrole e
biofertilizantes, uma vez que estdo adaptadas ao local, como foi o caso do seu estudo com

cepas nativas de Trichoderma isoladas de Chelidonium majus. O fungo apresentou atividades
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antagonicas significativas contra cinco fitopatdogenos fungicos do solo, Fusarium oxysporum,

S. sclerotiorum, Alternaria alternata, Cytospora chrysosperma e Rhizoctonia solani.

44  EFICACIA DOS FUNGOS BIOCOTROLADORES NA CULTURA DO FEIJOEIRO
EM CONDICOES DE CAMPO

O feijoeiro apresentou atrasos em seu desenvolvimento, pois no periodo da
semeadura e emergéncia da cultura, houve uma estiagem na regido, além de temperaturas
muito elevadas. Assim, o estabelecimento do estande da cultura foi apenas aos 16 dias apos a
semeadura (DAS). Com isso, todo o desenvolvimento acabou sendo prejudicado e o inicio do
florescimento ocorreu aos 53 DAS, quando o ideal para a cultura deveria ter sido aos 44 DAS.

Os primeiros sinais da doenga mofo branco foram observados aos 63 DAS (Figura
14), periodo também em que houve um aumento na frequéncia de chuvas na regido (Figura
15). Ocorreu também nesse periodo uma queda de temperatura durante as noites (Figura 16),
o que foi essencial para que ocorresse a doenga, mas sem a formagdo de apotécios. A forma
de infec¢do nas plantas ocorreu pela germinagdo micelial dos esclerddios, portanto, as areas
onde houve um acamamento da cultura, foram as mais afetadas pela doenga. Ja nas areas

onde as plantas permaneceram mais eretas a doenga ndo foi tdo agressiva.

Figura 14 - Primeiros sinais em plantas de feijdo infectadas com Sclerotinia sclerotiorum, observados aos 63 dias

apos a semeadura (DAS), ramos e folhas recobertas com mofo.

Fonte: Autor, 2021.
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Figura 15 - Volume (mm) da precipitacdo durante a execugdo do experimento (periodo de 01/11/2020 a

23/01/2021), na fase reprodutiva da cultura.
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Fonte: Dados EPAGRI Ciram; Elaborado: Autor, 2021.

Figura 16 - Temperatura do ar maxima e minima durante a execug@o do experimento periodo de 01/11/2020 a

23/01/2021) na fase reprodutiva da cultura.
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Fonte: Dados EPAGRI Ciram; Elaborado: Autor, 2021.

Na segunda avaliagdo, aos 75 DAS, pode-se observar um agravamento da doenca no
feijoeiro. Nesse periodo, todos os tratamentos apresentaram algum sinal da doenca, como
caule e folhas recoberto com mofo ¢ a formagao de esclerodios. Além disso, na testemunha,
as vagens formadas que estavam mais proximas solo, foram totalmente consumidas pela S.

sclerotiorum, com a formagao de esclerddios (Figura 17).
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Figura 17- Plantas de feijao infectadas com Sclerotinia sclerotiorum, aos 75 dias apds a semeadura (DAS),

ramos e vagens recobertas com mofo e formagao de esclerodios.

Os fungos SC1152, SC1259 (competidores), SC1170 e SC1206 (antibiose),
apresentaram bons resultados nos testes in vitro, tanto na produgdo de conidios, quanto no
controle em cultura pareada. O comportamento no campo, na cultura do feijoeiro, também
apresentou bons resultados em relagdo a média do numero de plantas infectadas. Na Figura
18, pode se observar a média das plantas infectadas por periodo de avaliacdo e observar que
aos 93 DAS, houve um declinio, pois, as plantas estavam em fase de maturacdo e
apresentaram queda das folhas desfavorecendo o desenvolvimento do patdégeno. No entanto,
aos 103 DAS, houve um aumento do numero de plantas infectadas, exceto, para os

tratamentos com SC1259 e SC1152 que mantiveram o declinio da doenga.
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Figura 18- Numero de plantas de feijdo infectadas com Sclerotinia sclerotiorum, em diferentes periodos de

avaliagdo em dias apos a semeadura (DAS), tratadas com diferentes fungos biocontroladores da doenga.
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Fonte: Autor, 2021.

Estudos avaliando a eficicia de agentes biocontroladores vem sendo realizados,
como o de Chitrampalam et al. (2008), que avaliaram diferentes biocontroladores sobre a
cultura do alface infectada com mofo branco. Os produtos testados foram todos de formulacao
comercial baseada em 7. harzianum, Gliocladium virens, Coniothyrium minitans e Bacillus
subtilis além do fungicida Rovral, e em resumo o nico produto que foi eficaz no controle do
mofo branco foi o produto a base de Coniothyrium minitans, os demais produtos nao
apresentaram efic4cia no controle do fungo a campo.

H4 um maior niimero de estudos em relagdo as espécies de Trichoderma ao
desenvolvimento de produtos mais persistentes no campo para aplica¢do via tratamento de
sementes ou diretamente no solo, porém h4 uma caréncia de estudos comparando a eficacia e
persisténcia entre microesclerddios e conidios aéreos em condigdes de campo.

Com relagdo a severidade da doenga (Figura 19), os biocontroladores conseguiram
reduzir, em relagdo a testemunha, o desenvolvimento do mofo branco. O fungo
MCCR/SC1152, apareceu como o mais eficiente, uma vez que aos 75 DAS, a média da
severidade para esse tratamento estava crescente, ja aos 85 DAS, a média caiu e continuou a
diminuir até final do ciclo. Além disso, as plantas que continham mofo branco nao
apresentaram mais sinais do patdgeno aos 93 DAS. Aos 103 DAS, todos os tratamentos

tiveram um aumento da severidade da doenga, por ocasido das chuvas e a queda da
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temperatura, no entanto, todos os tratamentos, apresentaram uma severidade menor quando

comparado com a testemunha.

Figura 19 — Escala de notas para a severidade do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) na cultura do feijoeiro,

tratados com diferentes fungos biocontroladores, a partir do aparecimento dos sinais do patdgeno
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Fonte: Autor, 2021.

Aos 97 DAS foi analisado a area para a realizagdo da colheita, que seria o ideal para
que a planta completasse seu ciclo, mas pela decorréncia da seca no inicio da safra e pela
planta apresentar um perfil de crescimento indeterminado, as vagens da parte superior da

planta ainda apresentavam o grao verde ( Figura 20).

Figura 20 - Perfil das vagens e graos do feijdo aos 97 dias apds a semeadura.

>

Fonte: Autor,2021.
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A colheita do feijoeiro foi realizado de forma manual aos 103 DAS, periodo que
coincidiu com grande quantidade de chuvas, sem a ocorréncia de aberturas de sol, o que
resultou no brotamento dos grdo ainda na vagem (Figura 21). Por esse motivo, ndo foi
possivel realizar o peso dos grdos e a produtividade do feijdo, uma vez que toda a safra foi

perdida.

Figura 21 - Vagens com graos brotados no momento da colheita do feijdo aos 103 dias apds a semeadura.

b

Fonte: Autor: 2021.

Na Tabela 3, constam os dados de altura das plantas, comprimento das raizes e
nimero médio de vagens por planta. Com relagdo a altura das plantas, ndo foi posssivel
observar diferenca estatitica entre os tratamentos. Ja em relacdo ao comprimento das raizes
das plantas de feijoeiro tratadas com os fungos biocontroladores, foram estatisticamente
maiores em relagdo a testemunha. O tratamento com o SC1206 alcangou uma média de 24,9

cm, quando a média da testumunha, sem aplicagdo de bicontroladores ficou em 17,2 cm.

Tabela 3 - Efeito da aplicagdo de fungos biocontroladores na altura das plantas (m), comprimento das raizes (cm)

e no niumero de vagens do feijoeiro (Phaseolus vulgaris) em condigdes de campo aos 103 dias apds a semeadura.

Tratamento Altura (m) Comprimento  N° vagens por
raizes (cm) plantas
Testemunha 0,85a 17,2 b 7,7b
SC1170 1,13 a 229a 14,8 a
SC1206 1,18 a 249 a 193a
SC1259 0,99 a 214 a 16,3 a
SC1152 1,09 a 243 a 19,1a
CV (%) 18,0 16,1 21,5

Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<5%).
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Broetto (2013) observou o incremento significativo na altura de plantas de feijao,
quando inoculado com diferentes isolados fungicos, sendo observado um aumento de 64% em
relacdo a testemunha, resultado diferente do encontrado nesse estudo, que pode estar
relacionado a fatores como fertilidade do solo, condi¢des climéaticas, ou ainda ao potencial do
isolado. Santos ef al. (2020), observaram um incremento na biomassa de parte aérea e raiz do
feijdo quando realizado duas aplicacdo de isolados de Trichoderma, resultados ainda que
parcialmente, contribuem para os encontrados nesse estudo, na qual as plantas que foram
tratadas com os fungos tiveram um aumento no comprimento das raizes.

Além do mais, outros trabalhos também verificaram o incremento de crescimento e
biomassa da planta quando aplicado fungos com potencial de biocontrole, como Resende et
al. (2004) na cultura do milho, Chagas et al. (2017) na cultura de milho, arroz, soja e feijao,
observagao de incremento de até 60%.

O componente de produtividade foi avaliado pelo numero de vagens das plantas
(Tabela 3), onde todos os tratamentos diferiram da testemunha. O tratamento com o
biocontrolador SC1206, apresentou média de 19,3 vagens por planta, enquanto a testemunha
teve uma média de 7,7 vagens. Esse resultado pode ter ocorrido pela menor severidade da
doenca nas plantas tratadas. Podemos ressaltar que os tratamentos que tiveram maior nimero
de vagens, também foram os melhores em relagdo ao comprimento das raizes das plantas.

O namero de vagens encontrado nesse estudo foi maior do que verificado pelo estudo
de Carvalho ef al. (2015), onde observaram uma média de 8,4 a 12,2 vagens por planta. Além
disso, os autores ndo encontraram diferencas significativas em relacdo aos tratamentos onde
aplicaram isolados de Trichoderma. Ja no presente estudo, ainda que ndo sejam espécies de
biocontroladores conhecidas, houve diferenca significativa com a testemunha, notando-se um
incremento na produtividade (nimero de vagens).

Ali e Atallah (2020), realizaram a aplicacdo de isolados de Trichoderma sp. para o
controle de mofo branco em feijdo e observaram a reducdo agressividade da doenca no
componente de produtividade, assim como em nosso estudo, que podemos correlacionar, que
a testemunha teve maior niumero de plantas infectadas e consequentemente menor niimero de

vagens por planta.



42

5 CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados, foi possivel verificar que o método de Castellani
¢ seguro ¢ eficiente para o armazenamento de fungos, pois, além da conservacao das
caracteristicas morfologicas, os fungos se mantiveram eficientes no controle do patdégeno apos
o periodo de armazenamento.

Em relagdo aos substratos avaliados para estimular a produgdo de conidios dos
fungos biocontroladores, todos foram eficientes, contudo, o arroz parboilizado foi o qual
todos os fungos produziram conidios, sendo o isolado SC1152 que teve maior produgdo ¢ em
meio liquido o tratamento trés se destacou para o isolado SC1161.

Com os testes in vitro no biocontrole de S. sclerotiorum, foram observados diferentes
grupos em relacdo ao potencial de controle, tanto para o controle do tipo antibiose, quanto
para o tipo de controle dos competidores, obtivemos trés grupos, mas todos os fungos testados
foram eficientes no controle do patégeno.

O desenvolvimento desse estudo confirma, ainda, que os isolados foram efetivos no
controle da doenga na cultura do feijoeiro em condi¢des de campo, o que justifica a
necessidade de continuidade nos estudos para a tecnologia de aplicagdo desses
biocontroladores e além da identificagdo desses isolados que apresentaram eficiéncia no

controle da S. sclerotiorum.
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